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(57) Abstract 



A chimeric gene for transforming plants is disclosed. The gene includes, in the transcription direction, at least one promoter region, 
one transgene and one regulator region. Said regulator region consists of at least one intron 1 in the non-coding 5' region of a plant histone 
gene enabling expression of the protein in rapid growth regions. The production of transgenic plants is also disclosed. 

(57) Abreg* 

Sequence ADN isolee pouvant servir de zone de regulation dans un gene chimere utilisable pour la transformation des plantes, 1) 
gene chimere utilisable pour la transformation des plantes. 2) n comprend au moins, dans le sens de la transcription, une zone promotrice, 
un transgene et une zone de regulation, caracterise* en ce que la zone de regulation est constituee d'au moins un intron (1) dans la region 
5 non-codant d'un gene d'histone v6g£tale permettant 1 'expression de la prote*ine dans les zones de croissance rapide. 3) Production de 
plantes transgdniques. 
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Sequence ADN isolee pouvant servir de zone de regulation dans un gene chimere 
utilisable pour la transformation des plantes. 



5 La presente invention concerne Tutilisation de zone de regulation isolees de genes 

transcrits de plantes, de nouveaux genes chimeres les contenant et leur utilisation pour la 
transformation des plantes. 

De nombreux caracteres phenotypiques associes a Texpression dun ou quelques 
elements geniques peuvent etre integres dans le genome de plantes et conferer ainsi a ces 

10 plantes transgeniques des propriety agronomiques avantageuses. De fa?on non extensive 
on peut citen les resistances a des agents pathogenes des cultures, la resistance a des 
produits phytosanitaires phytotoxiques, la production de substances a interet alimentaire ou 
pharmacologique. En plus de Tisolement et la caracterisation des elements geniques codant 
pour ces differents caracteres, une expression appropriee doit etre assurer Cette expression 

15 appropriee peut se situer aussi bien au niveau qualitatif que quantitatif. Au niveau 
qualitatif, par exemple spatial: expression preferentielle dans un tissu particuiier, ou 
temporel: expression inductible. Au niveau quantitatif par la quantite accumulee du produit 
^expression du gene introduit. Cette expression appropriee depend pour une large part de 
la presence d'elements geniques de regulation associes aux transgenes, en particuiier pour 

20 ce qui concerne les elements quantitatifs et qualitatifs. Parmis les elements primordiaux 
assurant cette regulation appropriee, I'utilisation de zones promotrices homologues ou 
heterologues, simples ou combinees a ete largement decrite dans la litterarure scientifique. 
^utilisation de zone de regulation en aval du transgene ont ete utilisees a seule fin de 
mettre une borne permettant d'arreter le processus de transcription du transgene, sans 

25 presuppose quant h leur role sur la quality ou la quantite de Texpression du transgene. 

La presente invention concerne Tutilisation d'un intron 1 comme zone de regulation 
isole de genes de plantes, de nouveaux genes chimeres les contenant et leur utilisation pour 
la transformation des plantes. Elle concerne une sequence d'ADN isolee, pouvant servir de 

30 zone de regulation dans un gene chimfcre utilisable pour la transformation des plantes et 
permettant Texpression du produit de traduction du gene chimere en particuiier dans les 
regions de la plante en croissance rapide, qui comprend dans le sens de la transcription du 
gene chimere, au moins un intron tel que le premier intron (intron 1) de la region 5 f non- 
codante d'un gfcne dlustone v^getale. Elle concerne plus particulierement Tutilisation 

35 conjointe de Tintron 1 comme zone de regulation et de promoteurs isoles dun m6me gene 
vegetal. Elle permet Texpression appropriee & la fois quantitative et qualitative des 
transgenes sous le contole de ces elements de regulation genique. Cette expression 
appropriee obtenue par Tutilisation de la presente invention peut concerner des caracteres 
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tels que: la resistance a des agents pathogenes des cultures, la resistance a des produits' 
phytosanitaires phytotoxiques. la production de substances a interet altmentaire ou 
pharmacologique. En particulier. elle permet de conterer aux plantes transseniques une 
tolerance accrue a des herbicides par une expression preferentielle. qualitative et 
5 quantitative, du produit depression des genes chimeres dans les regions de la plante en 
croissance rapide. Cette expression appropriee paniculiere du gene de resistance herbicide 
est obtenue par utilisation conjointe des elements de regulation promoteur et d'au moins un 
intron 1 comme zone de regulation du gene d'histone de type "H3.3-like". Un tel profil 
d'expression peut etre obtenu pour tous les caracteres presentant un interet, tels que decrit 

10 ci-dessus, avec les elements de regulation utilises pour conferer une tolerance herbicide 
accrue. La presente invention conceme egalement les cellules vegetales transformees a 
l'aide de ces genes et les plantes transformees regenerees a partir de ces cellules ainsi que 
les plantes issues de croisements utilisant ces plantes transformees. 

Parmi les produits phytosanitaires utilises pour la protection des cultures, les 

15 produits systemiques sont caracterises en ce qu'ils sont vehicules dans la plante apres 
apphcation et, pour certain d'entre eux, s'accumulent dans les parties en croissance rapide, 
notamment les apex caulinaires et racinaires, provoquant, dans le cas des herbicides, 
l'alteration, jusqu'a la destruction, des plantes sensibles. Pour certain des herbicides 
presentant ce type de comportement, le mode d'action primaire est connu et resulte d'une 

20 inactivation d'enzymes caracterisees impliquees dans des voies de biosynthese de 
composes necessaires au bon developpement des plantes cibles. Les enzymes cibles de ces 
produits peuvent etre localises dans differents compartments subcellulaire et l'observation 
du mode d'action de produits connus montre le plus souvent une localisation dans le 
compartiment plastidial. 

25 La tolerance des plantes sensibles a un produit appartenant a ce groupe d'herbicides, 

et dont la cible primaire est connue, peut-&re obtenue par introduction stable dans leur 
genome d'un gene codant pour l'enzyme cible, d'origine phylogeneuque quelconque, mutee 
ou non quant aux caracteristiques d'inhibition par l'herbicide du produit de l'expression de 
ce gene. Une autre approche consiste a introduire de facon stable dans le genome des 

30 plantes sensibles un gene d'origine phylogeneuque quelconque codant pour une enzyme 
capable de realiser une metabolisation de l'herbicide en un compose inactif et non toxique 
pour le developpement de la plante. Dans ce dernier cas, il n'est pas necessaire d'avoir 
caracterise la cible de l'herbicide. 

Etant donnS le mode de distribution et d'accumulation des produits de ce type dans 

35 les plantes traitees, il est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction de ces 
genes de facon a permettre leur expression prfKrentielle et leur accumulation dans les 
regions de la plante en croissance rapide ou ces produits s'accumulent. De plus, et dans le 
cas ou la cible de ces produits est iocalisee dans un compartiment cellulaire autre que le 
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cytopiasme. ii est interessant de pouvoir e.xprimer ie produit de la traduction de ces 'genes 
sous torme dun precurseur contenant une sequence polypeptidique permettant ladressage 
•Je la proteme conferant la tolerance dans le compartiment adequat. et en paniculier dans le 
compartiment plastidial. 

5 A titre d'exemple illustrant cette approche on peut citer le glyphosate, le sulfosate 

ou la fosametine qui sont des herbicides systemiques a large spectre de la famiile des 
phosphonomethylglycines. lis agissent essentiellement comme inhibiteurs compeutifs vis a 
vis du PEP (phosphoenolpyruvate) de la 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase 
(EPSPS, EC 2.5.1.19). Apres leur application sur la plante, ils sont vehicules dans la plante 

10 oil Us s'accumulent dans les parties en croissance rapide, notemment les apes caulinaires et 
racinaires, provoquant l'alteration, jusqu'a la destruction, des plantes sensibles. 

L'EPSPS, cible principale de ces produits est une enzyme de la voie de biosynthese 
des acides amines aromatiques localisee dans le companimem plastidial. Cette enzyme est 
codee par un ou des genes nucleates et syntheusee sous forme d'un precurseur 

15 cytoplasmique puis importee dans les plastes ou elle s'accumule sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au glyphosate et aux produits de la famiile est obtenue par 
l'introduction stable dans leur genome d'un gene d"EPSPS d'origine vegetale ou 
bacterienne, mutee ou non quant aux caracteristiques d'inhibition par le glyphosate du 
produit de ce gene. Etam donne le mode d'action du glyphosate, il est interessant de 

20 pouvoir exprimer le produit de la traduction de ce gene de facon a permettre son 
accumulation importante dans les plastes et de plus, dans les regions de la plante en 
croissance rapide ou les produits s'accumulent. 

II est connu, par exemple d'apres le brevet americain 4 535 060, de conferer a une 
plante une tolerance a un herbicide du type ci-dessus, en paniculier la N- 

25 phosphonomethylglycine ou glyphosate, par introduction dans le genome des plantes d'un 
gene codant pour une EPSPS portant au moins une mutation rendant cette enzyme plus 
resistante a son inhibiteur competitif (it glyphosate), apres localisation de I'enzyme dans le 
compartiment plastidial. Ces techniques demandent cependant a etre ameliorees pour une 
plus grande fiabilite dans l'emploi de ces plantes lors d'un traitement par ces produits dans 

30 des conditions agronomiques. 

Dans la presente description, on emend par "plante" tout organisme multicellulaire 
diffeienue capable de photosynthese et par "cellule vegetale" toute cellule issue d'une 
plante et pouvant constituer des ussus indifferencies tels que des cals, ou des ussus 
difKrenties tels que des embryons ou des parties de plantes ou des plantes ou des 

35 semences. On entend par Timron 1 d'arabidopsis comme zone de regulation" une sequence 
d'ADN isolee de longueur variable, situee en amont de la partie codante ou correspondant a 
la panie structurale d'un gene transcrit On entend par gene de tolerance a un herbicide tout 
gene, d'origine phylogenetique quelconque, codam soit pour I'enzyme cible de l'herbicide, 
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presentant ou non une ou des mutations quant aux caracteristiques d'inhibition par 
I herbicide. soit pour une enzyme capable de metaboliser Therbicide en un compose inactif 
et non toxique pour la piante. On entend par zones de la plante en croissance rapide. les 
regions qui sont le siege de mutiplications celluiaires importames. en paniculier ies regions 
apicales. 

La presente invention concerae la production de plantes transformees ayant 
notamment une tolerance accrue a des herbicides s'accumulant dans les zones en croissance 
rapides des plantes traitees, par regeneration de cellules transformees a l'aide de nouveaux 
genes chimeres componant un gene de tolerance a ces produits. L'invention a egalement 
pour objet la production de plantes transformees ayant une tolerance accrue aux herbicides 
de la famille des phosphonomethylglycines par regeneration de cellules transformees a 
l'aide de nouveaux genes chimeres componant un gene de tolerance a ces herbicides. 
L'invention conceme egalement ces nouveaux genes chimeres, ainsi que des plantes 
transformees plus tolerantes en raison d'une meUleure tolerance dans les parties en 
croissance rapide de ces plantes, ainsi que les plantes issues de croisements utilisant ces 
plantes transformees. Hie a egalement pour objet du nouvel intron 1 d'bistone vegetale et 
son utilsation comme zone de regulation pour la construction des genes chimeres ci-dessus. 

Plus pariculierement, l'invention a pour objet un gene chimere pour conferer aux 
plantes notamment une tolerance accrue vis a vis d'un herbicide ayant pour cible l'EPSPS, 
comprenant, dans le sens de la transcription, une zone promotrice, une zone peptide de 
transit, une sequence codant pour une enzyme de tolerance aux produits de la famille des 
phosphonomethylglycines et une zone de regulation, caracterise en ce que la zone de 
regulation est constitute d'un fragment d'un l'intron 1 d'un gene d'histone vegetale dans une 
orientation quelconque relativement a son orientation initiate dans le gene duquel il derive, 
permettant l'expression preferentielle et l'accumulation de la proteine de tolerance a 
l'herbicide dans les zones d'accumulauon du dit herbicide. 

Le gene d'bistone, dont est issu le l'intron 1 selon l'invention, provient d'une plante 
monocotyle"done telle que par exempie le ble, le mais ou le riz ou de preference d'une 
plante dicotyledone telle que par exempie la luzeme, le toumesol, le soja, le colza ou de 
preference Arabidopsis thaliana. On utilise de preference un gene d'histone du type "H3 3- 
like". 

La zone peptide de transit comprend, dans le sens de la transcription, au moins un 
peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, une 
partie de la sequence de la partie mature N-terminale d'un gene vegetal codant pour une 
enzyme a localisation plastidiale, puis un second peptide de transit d'un gene vegetal 
codant pour une enzyme a localisation plastidiale, de preference le gene de la petite sous- 
unite* de la ribulose-U-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) selon la demande 
de brevet europeen/ PCT 508 909. Cette zone caractenstique a comme role de permettre le 
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relargage dans le companiment plastidial dun polypeptide mature avec une efficacite 
maximaie. de preference sous forme native. 

La sequence codante utiiisable dans le gene chimere selon Invention provient dun 
gene de tolerance herbicide d'origine phylogenetique quelconque. Cette sequence peut etre 
notamment celle de l'EPSPS mutee ayant un degre de tolerance au glyphosate. 

La zone promotrice selon la demande de brevet europeen/ PCT 507 698 peut etre 
d'origine quelconque. sous forme simple ou dupliquee ou combinee d'un gene s'exprimant 
naturellement dans les plantes. c'est a dire, par exemple bacterienne telle que celle du gene 
de la nopaline synthase, ou virale teUe que celle du transcrit 35S du virus de la mosaique 
du chou-fleur, ou de preference vegetale telle que celle de la petite sous-unite de la 
ribulose-l,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase ou de preference telle que celle d'un gene 
d'histone vegetale et de preference d'Arabidopsis thaliana. On utilise de preference un gene 
d'histone du type "H4". 

Le gene chimere selon Invention peut comprendre, en plus des parties essentieUes 
15 ci-dessus. une zone intermediaire non traduite (linker) entre la zone promotrice et la zone 
codante ainsi qu'entre la zone codante et I'intron 1 et qui peut etre d'origine phylogenetique 
quelconque. 

Les exemples suivants illustrent a litre limitatif mais non limitatif plusieurs aspects 
de l'invention: risolement des introns selon l'invention et leur utisation pour la 
20 transformation genedques des plantes ainsi que les qualites ameliorees ^expression des 
genes heterologues dse plantes transformees a l'aide de ces introns. 

EXEMPLE 1 ; 

1. Obtention d'un fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana 
25 a) deux oligonucleotides 20-mers de sequences respectives: 

5'- GCTCTGCTCATGTCTGCTCC -3" 
5'- GCCCGCCCTTGACAAAGAAA- 3' 
ont ete synthetises a partir de la sequence d'un gene d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
(Klee HJ. et al. (1987) Mol. Gen. Genet., 210, 437-442). Ces deux oligonucleotides sont 
respecuvement en position 1523 a 1543 et 1737 a 1717 de la sequence publiee et en 
orientation convergente. 

b) L'ADN total d'Arabidopsis thaliana (var. Columbia) a ete obtenu chez Clontech 
(reference catalogue: 6970-1) 

c) On melange 50 nanogrammes(ng) d'ADN avec 300ng de chacun des 
35 oligonucleotides et soumis a 35 cycles d'amplification avec un appareil Perkin-Elmer 9600, 
dans les conditions de milieu standard pour l'amplification preconisees par le foumisseur. 
Le fragment de 204pb resultant constitue le fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana. 
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2. Construction d'une bibliotheque d ! un ADNc a partir d'une ligne cellulaire de 
mais BMS . 

a) On broye 5 g de cellules Filtrees dans i'azote liquide et les acides nucleiques 
totaux extraits selon la methode decrite par Shure et al. avec les modifications suivantes: 

5 - le pH du tampon de lyse est ajuste a PH = 9,0; 

-apres la precipitation par 1'isopropanoL le culot est repris dans Teau et apres 
dissolution, ajuste a 2,5 M UC1. Apres incubation pendant 12 h a °OC, le culot de 
la cemrifugation de 15 min. a 30000g a 4°C est resolubiiise. L'etape de 
precipitation par LiCl est alors repetee. Le culot resolublise constitue la fraction 
10 ARN des acides nucleiques totaux. 

b) La fraction ARN-polyA+ de la fraction ARN est obtenue par chromatographic 
sur colonne oligo-dT cellulose telle que decrite dans "Current Protocols in Molecular 
Biology" . 

c) Synthese d'ADNc double brin a extremite synthetique EcoRI: elle est realisee en 
15 suivant le protocole du fournisseur des different reactifs necessaires a cette synthese sou 

forme dun kitile "copy kit" de la societe In Vitrogen. 

Deux oligonucleotides simples brins et partiellement complementaires de 
sequences respectives: 
5'- AATTCCCGGG -3* 
20 5'- CCCGGG- 3' (ce dernier 6tant phosphoryle) 

sont ligues avec les ADNc double brin a extremites franches. 
Cette ligation des adaptateurs resulte en la creation de sites Sma I accoles aux ADNc 
double brin et EcoRI sous forme cohesive h chaque extr61it£ des ADNC double brin. 

d) Creation de la bibliotheque: 

25 Les ADNc presemant a leurs extremites les sites artificiels cohesifs EcoRI sont 

ligues avec le ADNc du bacteriophage XgtlO coupe par EcoRI et dephosphoryle 

selon le protocole du fournisseur Naew England Biolabs. 
Une aliquote de la reaction de ligation a 6te encapsidee in vitro avec des extraits 

d^ncapsidation: Gigapack Gold selon les instructions du fournisseur, cette librairie 
30 a etd titree en utilisant la bacterie Ecoli C600/i/Z. la librairie ainsi obtenue est 

amplifiee et stockee selon les instructions du meme fournisseur et constitue la 

librairie de ADNc de suspension cellulaire de mais BMS. 

3. Criblage de la bibliotheque de ADNc de suspension cellulaire de mats BMS 
35 avec la sonde EPSP d'Arabidopsis thatiana: 

Le protocole suivi est celui de "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 
2, Ausubel F.M. et al , publies par Greene Publishing Associates et Wiley-Interscience 
(1989)(CPMB). En bref, environ 10 6 phages recombinants sont.&ales sur boite LB k une 
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densite moyenne de 100 phages Izm*- Les plages de lyses sont repliquees en double sur 
membrane Hybond N d'Amersham. 

L'ADN a ete fixe sur les nitres par traitement UV 1600kJ (Stratalinker de Strataaene) 
Les filtres ont ete prehybrides dans: 6xSSC/0,l%SDS/O,25 laic ecreme pendant 2h a 65°C. 
La sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a ete marquee au 32p. dCTP par « random . 
priming" selon les instructions du foumisseur (Kit Ready to Go de Pharmacia). L'activite" 
specifique obtenue est de l'ordre de 10* C pm par ug de fragment. Apres denaturation 
pendant 5 min a 100°C, la sonde est ajoutee dans le milieu de prehybridation et 
I'hybridation est poursuivie pendant 14 heures a 55'C. Les filtres sont fiuorographies 48h a 
-80°C avec un film KodakXAR5 et des ecrans renforcateurs Hyperscreen RPN 
d'Amersham. Lalignement des spots positifs sur le filtre avec les boites d'ou ils sont issus 
permet de prelever, sur la boite, des zones correspondant aux phages presentant une 
reponse d'hybridation positive avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. Cette etape 
d'etalement, transfert, hybridation, recuperation est repetee jusqu'a ce que tous les spots de 
la boite des phages successivement purifies se revelent positifs a 100% en hybridation. Une 
plage de lyse par phage independant est alors prelevee dans du milieu X diluant (Tris-Cl 
P H= 7,5; MgS04 lOmM; NaCl 0,1M; gelatine 0,1%), ces phages en solution constituant 
les clones positifs de 1' EPSPS de la suspension cellulaire de mais . 

4. Preparation et analyse de l'ADN des clones EPSPS de la suspension cellulaire 
demaisBMS. 

On ajoute environ 5A& phages a 20 ml de bacteries C600hfl a 2 OD 600nm/ml et 
incubes 15 minutes a 37°C. Cette suspension est alors diluee dans 200ml de milieu de 
croissance des bacteries dans un Erlen de 1 1 et agitee dans un agitateur rotatif a 250 rpm 
La lyse est constatee par clarification du milieu, correspondant a 1 lyse des bacteries 
turbides et se produit apres environ 4 h d'agitation. Ce sumageant est alors traite comme 
decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN obtenu correspond aux 
clones d'EPSPS de la suspension cellulaire de mais BMS. 

Un a deux ug de cet ADN sont coupes par EcoRI et separes sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) i 0,8%. Une demiere verification consiste a s'assurer que 1' ADN 
purifie presente bien un signal d'hybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. 
Apres 1'electrophorese, les fragments d'ADN sont transferes sur membrane Hybond N 
d'Amersham selon le protocole de Southern decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybrid* avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions decrites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone presentant un signal d'hybridation 
avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana et contenant le plus long fragment EcoRI a 
une taille estimee sur gel a environ l,7kpb. 
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5. Obtention du clone pRPA-ML-711: 

Dix ug de I'ADN du clone phagique contenant rinsert de IJkpb sont digeres par 
EcoRI ec separes sur gel d'agarose LGTA/TBE iref. CPMB) a 0.8%. Le fragment de sel 
contenant (insert de 1.7kpb est excise du gel par coloration BET et le fragment est traite a 
5 la (3-agarse selon le protocole du fouraisseur New England Biolabs. L'ADN purifie du 
fragment de IJkpb est ligue a 12°C pendant 14h avec I'ADN du plasmide pUC 19 (New 
England Biolabs) coupe par EcoRI selon le protocole de ligation decrit dans "Current 
Protocols in Molecular Biology". Deux ul du melange de ligation ci-dessus sont utilises 
pour la transformation d'une aiiquote d'Ecoli DH10B electro competentes ; la 

10 transformation se fait par electroporation en utilisant les conditions suivantes: le melange 
de bacteries competentes et et de milieu de ligation est introduit dans une cuvette 
d'electroporation d'epaisseur 0,2cm (Biorad) prelablement refroidie a 0°C. Les conditions 
physiques de l'electroporation utitisant un electroporateur de marque Biorad sont 2500 
Volts, 25 uFarad et 200 Q. Dans ces conditions, le temps de decharge moyen de 

15 condensates est de l'ordre de 4,2 miUisecondes. Les bacteries sont alors reprises dans 1 ml 
de milieu SOC (ref. CPMB) et agitees pendant 1 heure a 200 rpm sur un agitateur rotatif 
dans des tubes Coming de 15 ml. Apres etalement sur milieu LB/agar supplement a 100 
ug/ml de carbeniciline, les mini-preparations des clones bacteriens ayant pousse apres une 
nuit a 37 °C est realisee selon le protocole decrit dans "Current Protocols in Molecular 

20 Biology". Apres digestion par EcoRI de I'ADN et separation en electrophorese sur gel 
dagarose LGTA/TBE (r6f. CPMB) a 0,8%, les clones presentant un insert de l,7kpb sont 
conserves. Une demiere verification consiste a s'assurer que 1' ADN purifie presente bien 
un sipal d'hybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. Apres 
I'electrophorese, les firagments d'ADN sont transfers sur membrane Hybond N 

25 d'Amersham selon le protocole de Southern decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybride avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions decrites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone plasmidique presentant un insert de 
l,7kpb et hybridant avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a &e prepare a plus 
grande echelle et I'ADN resultant de la lyse des bacteries purifie sur gradient de CsCl ainsi 

30 que decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN purifie a ete 
partiellement sequence" avec un kit Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur et 
en utilisant comme amorces, les amorces universelles de M13 directes et inverses 
commandees chez le meme foumisseur. La sequence partielle realised couvre environ 0,5 
kpb. La sequence derivee en acides amines dans la region de la proteine mature (environ 50 
35 residus acides amine*) presente une identite de 100% avec la sequence aminee 
correspondame de l^SPS mature de mai's decrite dans le brevet americain USP 4 971 
908). Ce clone correspondant a un fragment EcoRI de l,7kpb de I'ADN de 1' EPSP de la 
suspension cellulaire de mats BMS a ete nomme pRPA-ML-711. La sequence complete de 
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co clone a ete realisee sur les deux brins en utiiisant le protocole du kit Pharmacia et en 
synthensant des oligonucleotides complementaitres et de direction opposee tous les 250 pb 
env,ron. La sequence complete de ce clone de 1713 pb obtenue est presentee par SEQ ID 



6. Obtention du clone pRPA-ML-715: 

Lanalyse de la sequence du clone pRPA-ML-711 et en particulier la comparaison de 
la sequence d' acides amines derives avec celle de mais montre une extension de sequence 
de 92 pb en amont du codon GCG codant pour r Alanine NH2-terminale de la partie mature 
de 1EPSPS de mats (brevet americain USP 4 971 908). De meme une extension de 288 pb 
en aval du codon AAT codant pour 1'asparagine COOH-ternunale de la panie mature de 
1EPSPS de mais (brevet americain USP 4 971 908) est observee. Ces deux parties 
pourraient correspond*, pour l'extension NH2-terminale a une portion de la sequence d'un 
pepude de transit pour la localisation plastidiale et pour l'extension COOH-terminale a la 
1 5 region 3' non traduite de I'ADNc. 

Afin d'obtenir un ADNc codant pour la partie mature de I'ADNc de FEPSPS de 
mais. telle que decrite dans 1' USP 4 971 908, les operations suivantes ont ete realisees: 
a) Elimination de la region 3' non traduite: construction de pRPA-ML-712: 
Le clone pRPA-ML-71 1 a ete coupe par l'enzyme de restriction Asel et les extremites 
resultant de cette coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 
l'ADN polymerase I selon le protocole decrit dans CPMB. Une coupure par l'enzyme de 
restncuon SacH a ensuite ete effectuee. L'ADN resultant de ces operations a ete separe par 
e-lectrophorese sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 1%. 

Le fragment de gel contenant l'insen "Asel-extremites franches/Sacir de 0,4 kpb a 
ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. L'ADN du 
clone pRPA-ML-711 a ete coupe par l'enzyme de restriction Hindffl situee dans le 
poiylinker du vecteur de clonage pUC19 et les extremites resultant de cette coupure ont ete 
rendues francnes par traitement avec le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I. Une 
coupure par l'enzyme *e restriction SacH a ensuite 6t6 effectuee. L'ADN resultant de ces 
manipulations a ete separe par dectrophorese sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref CPMB) 
0,7%. 

Le fragment de gel contenant l'insert Hindm-extremites franches/SacII de environ 
3,7kpb a eie" excise du gel et purifiS selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. 

Les deux inserts ont ete ligues, et 2 ul du melange de ligation ont servi a 
transformer E. coli DHIOB ainsi que d&rit plus haut au paragraphe 5. 

On analyse le contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure 
decrite pour pRPA-ML-711. Un des clones plasmidique retenu contient un insert EcoRI- 
Hindm de 1,45 kpb environ. La sequence des extremites tenninales de ce clone r€vele que 
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I'extremite 5' de 1'insen correspond exactement a I'extremite correspondante de pRPA-ML- 
7 1 1 et que I'extremite 3' terminate presente la sequence suivante: 

^'-.-.MITAAGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTrO- ". 
La sequence soulignee correspond au codon de I'acide amine COOH-terminal 
asparagine. le codon suivant correspondant au codon stop de la traduction. Les nucleotides 
en aval correspondent a des elements de sequence du polylinker de pUCI9. Ce clone 
comprenant la sequence de pRPAML-71 1 jusqu'au site de terminaison de la traduction de 
1'EPSPS mature de raais et suivie de sequences du polylinker de pUC 19 jusqu'au site 
Hindm a ete nomme pRPA-ML-712. 

b) Modification de rextremite 5' de pRPA-ML-712: construction de pRPA- 
ML-715 

Le clone pRPA-ML-712 a ete coupe par les enzymes de restrictions PstI et Hindm. 
L'ADN resultant de ces manipulations a ete separe par electrophorese sur gel d'aearose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant 1'insert Pstl/EcoRI de 1,3 
kpb a ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. Cet 
insen a ete mis en ligation en presence de quantite equimoleculaire de chacun des deux 
oligonucleotides paitiellement comptementaires, de sequence: 

Oligo 1 : 5'-GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAGGAGATCGTGCTGCA-3' 
Oligo 2: 5'-GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGGAGCTCGGCTC-3' 
ainsi qu'en presence d'ADN du plasmide pUC19 digere par les enzymes de restrictions 
Bamffl et Hindm. 

Deux ul du melange de ligation ont servi a transformer E. coli DfflOB ainsi que 
decrit plus haut au paragraphe 5. Apres analyse du contenu en ADN plasmidique de 
differents clones selon la procedure decrite ci-dessus au paragraphe 5, un des clones 
25 presentant un insert d'environ 1,3 kpb a ete conserve pour analyses ulterieures. La sequence 
de I'extremite 5' terminate du clone retenu revele que la sequence ADN dans cette region 
est la suivante: sequence du polylinker de P UC19 des sites EcoRI i BamHI, suivi de la 
sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage, suivi du teste de la sequence 
presente dans pRPAML-712. Ce clone a ete nomme pRPA-ML-713. Ce clone presente 
30 un codon methionine ATG inclu dans un site Ncol en amont du codon Alanine N-terminal 
de rEPSPSynthase mature. De plus, les codons alanine et glycine de rextremite N- 
teiminale ont 6t6 conservees, mais modifies sur la troisieme base variable : GCSGGI 
initial donne GC£GG£ modifie. 

Le clone pRPA-ML-713 a (Ste coupe par l'enzyme de restriction Hindm et les 
extremites de cette coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 
la ADN polymerase I. Une coupure par l'enzyme de restriction SacI a ensuite Ste effectuee. 
L'ADN resultant de ces manipulations a *te separe par electrophorese sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant 1'insert "Hindm-extremites 
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franches/Sacr de 1.3 kpb a ete excise du gel et purifie seion le protocoie decrit au 
paragraphe 5 ci-dessus. Cet insert a eie mis en ligation en presence d'ADN du plasmide 
pUC!9 digere par 1'enzyme de restriction Xbal et les extremites de cette coupure rendues 
tranches par traitement avec le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I. Une coupure 
5 par l'enzyme de restriction Sac I a ensuite ete erfectuee. Deux \ii du melange de ligation ont 
servi a transformer E. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. Apres 
analyse du contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure decrite ci- 
dessus au paragraphe 5, un des clones presentant un insert d'environ 1,3 kpb a ete conserve 
pour analyses ulterieures. La sequence des extremites tenninales du clone retenu revele que 
10 la sequence ADN est la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI a SacI, 
suivie de la sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage deletee des 4 pb 
GATCC de I'oligonucleotide 1 decrit ci-dessus, suivi du reste de la sequence presente dans 
pRPA-ML-712 jusqu'au site Hindm et sequence du polylinker de pUC19 de Xbal a 
HindlQ. Ce clone a ete nomme pRPA-ML-715. 

15 

7) Obtention d'un ADNc codant pour une EPSPS de mais mutee 

Toutes les e tapes de mutagenese ont ete reaiisees avec le U.S JE. mutagenesis kit de 
Pharmacia en suivant les instructions du fournisseur. Le principe de ce systeme de 
mutagenese est le suivant: l'ADN plasmidique est denature par la chaleur et reassocie en 

20 presence d'un exces molaire d'une part de I'oligonucleotide de mutagenese, et d'autre part 
d'un oligonucleotide pennettant d'eliminer un site d'enzyme de restriction unique present 
dans le polylinker. Apres l'6tape de reassociation, la synthese du brin complementaire est 
realisee par Taction de la T4 ADN polymerase en presence de T4 ADN ligase et de 
proteine du gene 32 dans un tampon approprie fourni. Le produit de synthese est incube en 

25 presence de 1'enzyme de restriction, dont le site est suppose avoir dispam par mutagenese. 
La souche d'£ coli presentant, en particulier, la mutation mutS est utilisee comme hote 
pour la transformation de cet ADN. Apres croissance en milieu liquide, TADN plasmidique 
total est prepare, incube en presence de 1'enzyme de restriction utilisee prec^demmenL 
Apres ces traitements, la souche d f E. coli DHIOB est utilisee comme hote pour la 

30 transformation. L'ADN plasmidique des clones isoles est prepare et la presence de la 
mutation introduite verifiee par s£quengage. 

Ay modifications de sites ou de sequence sans incidence a priori sur le caractere 
de resistance de 1'EPSPS de mais anx produits inhibiteurs competitifs de Tactivite 
EPSP synthase: elimination d'un site Ncol interne de pRPA-ML-715. 

35 La sequence de pRPA-ML-715 est numerotee arbitrairement en pla?ant la premiere 
base du codon Alanine N-terminal GCC en position I. Cette sequence presente un site 
Ncol en position 1217. ^oligonucleotide de modification du site presente la sequence : 
5 , -CCACAGGATGGCGATGGCCITCTCC-3 , . 
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Apres sequen$age seion les references donnees ci-dessus, ia sequence lue "apres 

mutagenese correspond a celle de I'oligonucleotide utilise. Le site Ncol a bien ete eiimine 

et la traduction en acides amines dans cette region conserve la sequence initiate presente 

sur pRPA-ML-715. 
5 Ce clone a ete nomme pRPA-ML-716. 

La sequence de 1340 bp de ce clone est presentee SEQ ID N° 2 et SEQ ID N° 3. 

B) modifications de sequence permettant 1'augmentation du caractere de 

resistance de TEPSPS de mats aux produits inhibiteurs competitifs de l'activite EPSP 

synthase. 

10 Les oligonucleotides suivants ont ete utilises : 

a) mutation Thr 102 • lie. 
S'-GAATGCrGGAATCGCAATGCGGCCATTGACAGC-S 1 

b) mutation Pro 106 ^ Ser. 

15 y-GAATGCrGGAACTGCAATGCGGTCCTTGACAGCO' 

c) mutations Gly 101 Ala et Thr 102 • De. 
5 , -CTTGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCAT^G-3 , 

20 d) mutations Thr 102 • lie et Pro 106 Ser. 

5 , -GGGGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3 , 

Aprfes sequen$age t la sequence lue aprfcs mutagenese sur les trois fragments mutes est 
identique a la sequence de 1'ADN parental pRPA-ML-716 k l'exception de la region 
25 mutageneisee qui correspond & celle des oligonucleotides de mutagenese utilises.Ces 
clones ont ete nommes : pRPA-ML-717 pour la mutation Thr 102 • He, pRPA-ML-718 
pour la mutation Pro 106 Ser, pRPA-ML-719 pour les mutations Gly 101 • Ala et Thr 
102 °* lie et pRPA-ML-720 pour les mutations Thr 102 lie et Pro 106 Ser. 

La sequence de 1340 bp de pRPA-ML-720 est presentee SEQ ID N° 4 et SEQ ID N° 

30 5. 

L'insert NcoI-HindlH de 1395 pb sera nomme dans la suite des descriptions "le double 
mutant de FEPSPS de maxs". 
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EXEMPLE 2: Construction de genes chimferes 

On effectue la construction de gfenes chimeres seion l'invention a partir des 
£l£ments suivants: 
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1 j 

1). On isole le clone genomique (clone cosmide c22) d'Arabidopsis thaliana 
contenant deux genes du type "H3.3-like" comme decrit dans Chaubet et al (J. Mol Biol 
1992.225 569-574). 
2). intron n'l: 

On purifie un fragment d'ADN de 418 paires de bases a partir de la digestion du clone 
cosmide c22 avec I'enzyme de restriction Ddel suivie d'un traitement avec un fragment de 
Klenow d'ADN polymerase de E.colL, selon les instructions du fabricant pour creer un 
fragment d'ADN a extremite franche puis coupe avec Msel. Le fragment ADN purifie est 
ligature a un adaptateur oligonucleotide synthetique ayant la sequence suivante: 
adaptateurl: 5* TAATTTGTTGAACAGATCCC 3' 

TAAACAACTTGTCTAGGG 
Le produit de ligation est clone dans pGEM7Zf(+) (catalogue Stratagene n° P2251) 
qui a ete digere par Smal. Ce clone, appele "intron n'l", est verifie par sequencage (SEO 
ID6). 

3) . intron n°2: 

On purifie un fragment d'ADN de 494 paires de bases a partir de la digestion du clone 
cosmide c22 avec les enzymes de restriction Alul et Cfol. Le fragment ADN purifie est 
Ugature a un adaptateur oligonucleotide synthetique ayant la sequence suivante: 
adaptateur 2: 5' CAGATCCCGGGATCTGCG 3' 
GCGTCTAGGGCCCTAGACGC 
Le produit de ligation est clone dans pGEM7Zf(+) (catalogue Stratagene n° P2251) 
quU ete digere par Smal. Ce clone, appele "intron n°2", est verifie par sequencage (SEQ 

4) . pRA-1 

La construction de ce plasmide est decrite dans la demande francaise 9308029. Ce 
plasmide est un derive de pBI 101.1 (Catalogue Clonetecfa n° 6017-1) qui contient le 
promoteur d'histone d'Arabidopsis H4A748 regulant la synthese du gene de la B- 
glucoronidase de Ecoli et du site de polyadenylation de la nopaline synthase (NOS"). 
Ainsi on obtient un gene chimere de structure: 

" promoteur H4A748- gene GUS- NOS" 

5) . pCG-1 

Ce plasmide contient l'intron n°l ci-dessus place entre le promoteur H4A748 et la 
region codante GUS de pRA-1. Ce plasmide est obtenu par digestion de clone cosmide c22 
avec BamHI et Smal. L'intron n'l de 418 paires de bases est directement ligature dans 
pRA-lqui a 6t& digere avec BamHl et Smal. 

Ainsi on obtient un gene chimere de structure: 

" promoteur H4A748- intron n° 1-gene GUS- NOS" 
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6) . pCG-13 

Ce piasmide contient lintron n'2 ci-dessus place entre le promoteur H4A748 et la 
region codante GUS de pRA- 1 . Ce piasmide est obtenu par digestion de clone cosmide c22 
avec BamHI et Smal. Lintron n°2 de 494 paires de bases est directement ligature dans 
5 pRA- 1 qui a ete digere avec BamHI et Smal. 

Ainsi on obtient un gene chimere de structure: 

" promoteur H4A748- intron n°2-gene GUS- NOS" 

7) . pCG-15 

Ce piasmide contient seulement 1'intron n°l devant la sequence codante GUS de ci- 
10 dessus place entre le promoteur H4A748 et la.region codante GUS de pCG-1. Ce piasmide 
est obtenu par digestion de pCG-1 avec BamHI et Hindlll suivie d'un traitement avec un 
fragment de Klenow d'ADN polymerase de ZcolL, selon les instructions du fabricant pour 
creer un fragment d'ADN a extremite franche. 

Ce vecteur est alors religature pour donner un gene chimere de structure: 
15 "intron n°l-GUS-NOS" 

8) .pCG-18 

Ce piasmide contient seulement 1'intron n°2 ci-dessus devant la sequence codante 
GUS de pCG-13. Ce piasmide est obtenu par digestion partielle de pCG-13 avec BamHI et 
Sphl. suivie d'un traitement avec un fragment de d'ADN polymerase de phage T4, selon les 
20 instructions du fabricant pour creer un fragment d'ADN a extremite franche. 

Ce vecteur est alors religature et verifie par digestion enzymatique pour donner un 
gene chimere de structure: 

"intron n°2-GUS-NOS" 

9) . pRPA-RD-124 

25 Addition d'un signal de polyadenylation "nos" a pRPA-ML-720 avec creation d'une 
cassette de clonage contenant le gene d"EPSPS double mutant de mais (Thr 102 -> lie et 
Pro 106 -> Ser). pRPA-ML-720 est digere avec Hind m, traite avec le fragment de Klenow 
de l'ADN polymerase I d'E. coli pour produire une extremite" franche. On effectue une 
seconde digestion avec Nco I et le fragment EPSPS est purifie. Le gene EPSPS est ensuite 
ligu6 avec pRPA-RD-12 purifie (une cassette de clonage contenant le signal de 
polyadenylation de la nopaline synthase) pour donner pRPA-RD-124. Pour obtenir le 
vecteur pRPA-RD-12 purifie utile, il a fallu que celui-ci soit prealablement dig&e par Sail, 
traits avec l'ADN polymerase de Klenow, puis digere une seconde fois avec NcoL 

10) . pRPA-RD-125 

Addition d'un peptide de transit optimise (PTO) a pRPA-RD-124 avec creation d'une 
cassette de clonage contenant le gene d-EPSPS cible" sur les plasmides. pRPA-RD-7 
(demande de brevet europeen EP 652 286) est digeree avec Sph L traits avec la T4 ADN 
polymerase, puis digere avec Spe 1 et le fragment PTO est purifie. Ce fragment PTO est 



30 



35 



WO 97/04114 ( . PCT/FR96/01109 

done dans pRPA-RD-124 qui a ete prealablement digeree par NcoL traite avec I'ADN 
polymerase de Klenow pour eniever la parte protuberance 3', puis digeree par Spe I. Ce 
clone est alors sequence pour assurer la fusion traductionneile correcte entre le PTO et le 
gene d'EPSPS. On obtient alors pRPA-RD-125. 

11) . pRPA-RD-196 

Dans ce plasmide, la parte "intron n'l + gene de la p-giucoronidase de EcolL" de 
pCG-1 est remplacee par un gene chimere de 2 kilobases contenant un peptide de transit 
optimise de gene d'EPSPS double mutant (Ile 102 + Ser 106 ) et un site de polyadenylation de 
la nopaline synthase ("NOS") isole de pRPA-RD-125. Pour obtenir pRPA-RD-196 on 
effectue la digestion de pCG-1 avec EcoRI et BamHI, suivie d'un traitement avec un 
fragment de klenow d'ADN polymerase de EcolL, selon les instructions du fabricant pour 
creer un fragment d'ADN a extremite franche. Le fragment d'ADN de 2 kilobases 
contenant un peptide de transit optimise de gene d'EPSPS double mutant (Ile 102 + Ser I06 et 
un site de polyadenylation de la nopaline synthase ("NOS") est obtenu a partir de pRPA- 
RD-I25 par digestion avec Ncol et NotI, suivie d'un traitement avec l'ADN polymerase de 
EcolL, selon les instructions du fabricant pour creer un fragment d'ADN a extremite 
franche. Ce fragment a extremite franche est alors ligature dans pCG-1 prepare ci-dessus. 

Ainsi on obtient un gene chimere de structure: 

" promoteur H4A748 - PTO - gene EPSPS de mais - NOS" 

12) .pRPA-RD-197 

Dans ce plasmide, la parte "gene de la P-glucoronidase de EcolL" de pCG-1 est 
remplacee par un gene chimere de 2 kilobases contenant un peptide de transit optimise, un 
gene d'EPSPS double mutant (De 102 + Ser 106 ) et un site de polyadenylation de la nopaline 
synthase ("NOS") isole de pRPA-RD-125. Pour obtenir pRPA-RD-197, on effectue la 
digestion de pCG-1 avec EcoRI suivie d'un traitement avec un fragment de Klenow d'ADN 
polymerase de EcolL, selon les instructions du fabricant pour creer un fragment d'ADN a 
extremite franche puis coupe avec Smal. Le fragment d'ADN de 2 kilobases contenant un 
peptide de transit optimise", un gene d'EPSPS double mutant (Ue 102 + Ser 106 ) et un site de 
polyadenylation de la nopaline synthase ("NOS") est obtenu a partir de pRPA-RD-125 par 
digestion avec Ncol et NotI, suivie d'un traitement avec l'ADN polymerase de EcolL, selon 
les instructions du fabricant pour creer un fragment d'ADN a extremis franche. Ce 
fragment a extremite franche est alors ligature" dans pCG-1 prepare ci-dessus. 

Ainsi on obtient un gene chimere de structure: 

" promoteur H4A748 - intron n°l - gene EPSPS de mais - NOS" 

13) .pRPA-RD-198 

Dans ce plasmide, la parte "gene de la p-glucoronidase de EcolL" de pCG-13 est 
remplacee par un gene chimere de 2 kilobases contenant un peptide de transit optimise; un 
gene d'EPSPS double mutant (Et m + Ser 106 ) et un site de polyadenylation de la nopaline 
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synthase <'NOS") isole de pRPA-RD-125. Pour obtenir pRPA-RD-198. on effects la 
digestion de pCG-13 avec EcoRI suivie d'un traitement avec un fragment de Klenow 
d'ADN polymerase de EcolL. selon les instructions du fabricant pour creer un fragment 
d'AON a extremite tranche puis coupe avec Smal. Le fragment d'ADN de 2 kilobases 
5 contenant un peptide de transit optimise, un gene d'EPSPS double mutant (De l02 + Ser 106 ) 
et un site de polyadenylation de la nopaline synthase ("NOS") est obtenu a panir de pRPA- 
RD-125 par digestion avec Ncol et NotI, suivie d'un traitement avec 1'ADN polymerase de 
ExolL selon les instructions du fabricant pour creer un fragment d'ADN a extremite 
franche. Ce fragment a extremite tranche est alors ligature dans pCG-13 prepare ci-dessus. 
10 Ainsi on obtient un gene chimera de structure: 

" promoteur H4A748 - intron n e 2- PTO- gene EPSPS de mais - NOS" 

EXEMPLI 3: Expression de l'a ctivite d'un ^ ne rapporteur 
1) Transformation et regeneration 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium 
tumefaciens LB A 4404 disponible sur catalogue (Clontech #6027-1) par croisement 
triparental a l'aide du plasmide "helper" pRK 2013 dans Escherichia coli HB101 selon la 
procedure decrite par Bevan M. (1984) NucLAcids Res., 12, 871 1-8721. 

La technique de transformation a partir d'explants racinaires dArabidopsis 
thaliana L.-ecotype C24 a ete effectuee selon la procedure decrite par Valvekens D. et al 
(1988) Proc.Natl.Acad.Sci USA, 85, 5536-5540. Brievement, 3 etapes sont necessaires: 
induction de la formation des cals sur milieu B5 de Gamborg complemente de 2,4-D et de 
kinetine; formation de bourgeons sur milieu B5 de Gamborg complemente de 2iP et d'lAA; 
enracinement et formation de graines sur MS sans hormones. 



15 



20 



25 



30 



2) Mesure de l'activite GUS dans les plantes 
a- observations histochimiques 

La re've'lation de l'activite GUS par tache mstochimique (Jefferson R.A. et 
al. (1987) EMBO J., U, 3901-3907) sur des plantes transgeniques de 10 jours montre une 
augmentation de rintensite- du patron histpchimique spe-cifique de tissu pour les plasmides 
contenant les sequences d'intron (pCG-1 et pCG-13) par rapport a ceux sans ces introns 
(pRA-1). En particulier le patron de tache pour pCG-1 et pCG-13 est identique, montrant 
une augmentation d'intensit6 des taches des tissus vasculaires et merist<Jmatiques, feuilles 
et racines par rapport k celui de la construction pRA-1. Les contructions contenant 
seulement les sequences d'intron n°l (pCG-15 et pCG-18 montrent une tache 
histocnimique extremement claire seulement dans la region du meristem apical. 

b- mesures fluorometriques 
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Lactivite GUS mesuree par fluorometrie sur des extraks de bourgeons 
fioraux et de feuilles de la rosette (Jefferson R.A. et al. (1987) EMBO J.. 6, 390t-3907) a 
panir de 12 plantes. montre que lactivite du promoteur H4A748 est augmentee sous 
1'influence des introns nM et 2. Par rapport a la construction pRA-1, 1'activite GUS de 
5 pCG-1 et pCG-13 sont au moins six fois superieures dans les bourgeons fioraux, vingt fois 
superieures dans les feuiiles de la rosette et vingt six fois superieures dans les racines. 

Ces mesures montrent clairement que l'introns n°l and 2 de genes d'histone 
d'arabidopsis de type "H3.3-like" utilise comme zone de regulation induit une 
augmentation de 1'activite de l'expression du gene chimere. 

10 

EXEMPIE 4: Tolerance de plantes tran«; peniques a up herbicide 

1) Transformation et regeneration 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium tumefaciens 
LB A 4404 disponible sur catalogue (Clontech #6027-1) par croisement triparental a l'aide 

15 du plasmide "helper" pRK 2013 dans Escherichia coli HB101 selon la procedure decrite 
par Bevan M. (1984) NucLAcids Res., 12, 871 1-8721 . 

La technique de transformation a panir d'explants foliaires de tabac est basee sur la 
pocedure decrite par Horsh R. et al. (1985) Science, 227, 1229-1231. La regeneration du 
tabac PBD6 (provenance SETTA-France) a panir d'explants foliaires est realisee sur un 

20 milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de saccharose ainsi que 
200^g/ml de kanamycine en trois etapes successives: la premiere comprend Finduction des 
pousses sur un milieu MS additionne de 30g de saccharose contenant 0,05mg d'acide 
naphtylacetique (ANA) et 2mg/l de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les 
pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees par culture sur un milieu 

25 MS additionne de 30g/l de saccharose mais ne contenant pas d'hormone, pendant 10 jours. 
Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu d'enracinement MS 
dilue au demi, a teneur moitie en sels, vitamines et sucres et ne contenant pas d'hormone. 
Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en teire. 

2) Mesure de la tolerance au glyphosate: 

30 Vingt plantes transformees ont tt6 regenerees et passees en serre pour chacune des 

constructions pRPA-RD-196, pRPA-RD-197 et pRPA-RD-198. Ces plantes ont ete traitees 
en sene au stade 5 feuiUes avec une suspension aqueuse de l'herbicide, vendu sous la 
marque RoundUp, correspondant k 0,8kg de matiere acuve glyphosate par hectare. 

Les resultats correspondent k Tobservation d'indices de phytotoxicite releves 3 

35 semaine apres traitement. Dans ces conditions, on constate que les plantes transformees par 
les constructions presentent en moyenne une tolerance acceptable (pRPA-RD-196) voire 
bonne (pRPA-RD-197 et pRPA-RD-198) alors que les plantes temoins non transformees 
sont compl&tement d&ruites. 
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Ces resultats montrent clairement Tamelioraiion apportee par i'utilisaiion d'un gene 
chimere selon rinveniion pour un meme gene codant pour la tolerance au glyphosate. 

Les piantes transformees selon l'invention peuvent etre utilisees comme parents pour 
Tobtention de lignees et d'hybrides ayant le caraciere phenotypique correspondant a 
Texpression du gene chimere introduit 
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Liste des sequences: 
SEQ ID N° I. 
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SO 
120 
180 
240 
300 



AATCAATTTC ACACACCAAA CAGCTATGAC CATGATTACG AATTCGGGCC CGGGCGCGTG 
ATCCGCCGGC GGCAGCGGCG GC6GCCGTGC ACGCGGGTGC CGAGGAGATC GTGCTGCAGC 
CCATCAAGGA GATCTCCGGC ACCGTCAAGC TGCCGGGGTC CAAGTCGCTT TCCAACCGCA 
tCCTCCWCT CCCCGCCCTC TCCGAGGGGA CAACAGTGGT TGATAACCTG CTGAACAGTG 
AGGATGTCCA CTACATOCTC GGGGCCTTCA GGACTCTTCG TCKW Xmx; GAAGCGGACA 

AAGCTCCCAA AMAGCTGTA OTPSTTCGCT GTCGTGGAAA GTTCCCAGTT GAGGATGCTA 360 

AAGAGGAACT GCAGCTCTTC TTGGGCAATC CTGGAACTCC AATOCGGCCA TTCACAGCAG 420 

CTCTTACTGC 7GCTGGTCGA AATGCAACTT ACGTGCTTGA TGGAGTACCA AGAATCAGGG 480 

AGAGACCCAT TGGCGACTTG GTTGTCCGAT TGAAGCAGCT TGGTGCAGAT GTTGATTGTT 540 

TCCTTGCCAC TGACTGCCCA CCT S TTCCTO TCAATGGAAT CGGAGGGCTA CCTGGTGGCA 600 

AGCTCAAGCT GTCTGGCTCC ATCAGCAGTC AGTACTTCAG TGCCTTGCTG ATGGCTGCTC 560 

CTOTOGCTCT TGGGGATGTG GAGATTGAAA TCATTGATAA ATTAATCTCC ATICCGTACG 720 

TCGAAATGAC ATTGAGATTG ATGGAGCGTT CTGGTGTGAA AGCAGAGCAT TCTGATAGCT 780 

GGGACAGATT CTACATTAAG GGAGGTCAAA AATACAAGTC CCCTAAAAAT GCCTATCTTG 840 

AAGGTGATGC CTCAAGCGCA AGCTATTTCT TGGCTGGTCC TCCAATTACT GGAGGGACTC 900 

TCACTGTCGA AGGTTGTGGC ACCACCAGTT TGCAGGGTGA TGTGAAGTTT GCTGAGGTAC 960 

TGGAGATGAT GGGAGCGAAG CTTACATGGA CCGAGACTAG CGTAACTGTT ACTCGCCCAC 1020 

CGCGGGAGCC ATCTGGGAGG AAACACCTCA AGGCGATTGA TGTCAACATG AACAAGATGC 1080 

CTGATGTCGC CATGACTCTT GCTGTGGTTG CCCTCTPIGC CGATGGCCCC ACAGCCATCA 1140 

GAGACGTGGC TPCCTGGAGA GTAAAGGAGA CCGAGAGGAT GGTTGCGATC CGGACGGAGC 1200 

TAACCAAGCT GGGAGCATCT GTTGAGGAAG GGCCGGACTA CTGCATCATC ACGCCGCCGG 1260 

AGAAGCTGAA CGTGACGGCG ATCGACACGT ACGACGACCA CAGGATGGCC ATGGCCTTCT 1320 

CCCTTOCCCC CTGTGCCGAG GTCCCCGTCA CCATCCGGGA CCCTGGGTGC ACCCGGAAGA 1380 

CCTTCCCCGA CTACTICGAT GTGCT8AGCA CTTTCGTCAA GAATTAATAA AGCGTGCGAT 1440 

ACTACCACGC AGCTTGATTG AAGTGATAGG CTTGTGCTGA GGAAATACAT TT CTTTTGTO 1500 

crerrnrcT ctttcacggg attaagtpit gagtctgtaa cgttagttgt ttctagcaag 1550 

TTPCTATPIC GGATCTPAAG 11TGTGCACT GTAAGCCAAA TTTCATTTCA AGACTCGTTC 1620 

6TTGGAATAA TAAGAATAAT AAATTACGTT TCAGTGAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1680 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AACCCGGGAA TTC l713 
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SEQ ID N° 2. 
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143 



191 



239 



5 10 

= 2 = SS2JSa 5 s^- 5 -«2 

50 ^ ni» iyr itet Leu Qiy Ala Leu Arg Thr Leu 

85 90 

= 2 = 5i=ES5ES5SZ££S - 

120 12 S 

S^SSEX^ES^:^ 479 
145 P *" P 0/3 JS* **" G1 y »r Asp cys Pro Pro Val 
150 15S 

ISO y 116 Gly ?g ^ *** G1 * «Y tys Val Lys Leu Ser 



175 i an ^ er Ala ^ Leu *fee Ala Ala Pro 

180 185 190 



200 205 

a «o ^yr val Glu Mec Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 

215 220 

J2S p w 25 **■> B» lyr tie ty. «y aiy 
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SEQ ID N° 2 (suite). 



GlJ J£ fJ5 EE *** AAT- GCC TAT GOT GAA GCT GAT GCC TCA 
Gin Ly. lyr Lya 3er Pro Lya Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
™ 245 250 

sS Ala ^ GOT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 

Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala lie Thr Gly Cly Tte Val 
260 2g5 270 

»r Val Glu Gly cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
375 280 285 

GCT GAG GTA CTO GAG ATG ATG GGA GCG AAG GOT ACA TGG ACC GAG ACT 
Ala Glu val Leu Glu Met Met Gly Ala S» vS £ 5 £ £ 
250 295 300 

ser val Thr Val Thr Cly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
J0S 310 315 

Sf 8 rT 7 ?*5 ATC MG ATG CC? GAT GTC GCC ATG 
Leu Lya Ala lie Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 
J20 325 330 

^^^!T^ OT ^ OTm ^ MT< ^^ACAGCCATCA^ 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala lie Arg 
335 340 345 3S0 

2f S 1 ? ??* 500 11X5(3 CTA ^ « ^ GAG AGG ATG GTT GCG ATC 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie 
355 360 365 

C 00 AOS GAG CTA ACC AAG CTG GGA GCA OCT GTT GAG GAA GGG CCG GAC 
Arg Thr Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
370 375 380 

TAC TGC ATC ATC ACG CCG CCG GAG AAG CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC 
lyr Cys He lie Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp 
385 390 395 

ACG TAC GAC GAC CAC AGG ATG GCC ATG GCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 
Thr Tyr Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala cys 
40 ° 405 410 

GCC GAG GTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC 
Ala Glu Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr 
415 420 425 430 

TTC CCC GAC TAC TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Phe Pro Asp lyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 



767 



815 



863 



911 



959 



1007 



1055 



1103 



1151 



1199 



1247 



1295 



1337 



TAA 



1340 
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SEQ ID N° 3. 

Ala Gly Ala Glu Glu tla Val Leu Gin Pro tie Lys 51u lie Ser Gly 

5 10 15 

Thr v a i L ya Leu Pro Gly Ser Lya Ser Leu Ser Aan Arg Ila Leu Leu 
20 2S 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Aap Aan Leu Leu Aan 



40 45 

Ser Glu Aap Val Kla tyr Mat Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
50 55 60 

Ser Vol Clu Ala Aap Lya Ala Ala Lya Arg Ala Val Val Val Gly eye 

65 ™ 75 80 

Oly Gly I<ye Pha Pro Val Olu Aap Ala Lya Glu Glu Val 61a Leu Phe 
85 90 95 

Leu Gly Aan Ala Gly Thr Ala. Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr 

105 uo 

Ala Ala Oly Oly Aan Ala Thr Tyr Val Leu Aap Gly Virt Pro Arg Met 

120 125 

Arg Olu Arg Pro lie Oly Aap Leu Val Val Oly Leu Lya Gin Leu Gly 
uo 135 140 

A^AapVaaAapCyaP^i«alyThrAapCyaProProValA^Val 
145 iso ^5 1M 

Aan Oly lie Oly Oly Leu Pro Oly Gly Lya Val Lya Leu Ser Oly Ser 
165 no 175 

lie Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
180 185 ISO 

Leu Oly Aap val Glu lie Olu ne He Aap Lya Leu lie Ser He Pro 
1*5 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lya Ala 
210 215 220 

Glu Hio ser Aap ser Trp Aap Arg Phe TVr lie Lys Gly Gly Gin Lya 
225 230 235 240 

TVr Lys Ser Pro Lya Aan Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 
260 265 270 

Glu Oly eye oly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Aap Val Lya Phe Ala Glu 
275 280 285 

Val Leu Glu Met Met Oly Ala Lya Val Thr Trp Thr Olu Thr Ser Val 
290 295 300 

Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg olu Pro Phe Gly Arg Lya His Leu Lya 
305 310 31S 320 

Ala He Asp Val Aan Mat Asn Lya Met Pro Aap Val Ala Met Thr Leu 
325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 
340 34S 3S0 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Olu Thr Olu Arg Met Val Ala He Arg Thr 
355 360 365 

Olu Leu Thr Lya Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Aap Tyr Cya 
370 375 380 

He He Thr Pro Pro Glu Lya Leu Aan Val Thr Ala lie Aap Thr iyr 
385 390 395 -400 

Aap Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cya Ala Glu. 

405 no 415 

Val Pro Vai Thr He Arg Asp Pro Oly cya lhr Arg Lya Thr Phe Pro 
430 * 430 

Aap Tyr Pha Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lya Aan 
OS 440 
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SEQIDN°4. 

CCATG GCC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAG GAG ATC 47 

Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 

I CC 5?^ £5 C f**^ AAG CCG WC AAG TCG CTT TCC AAC CGG ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lye Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 
IS 20 25 30 

CTC CTA CTC GCC GCC CTC TCC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTC 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
35 40 45 

CTG AAC ACT GAG GAT GTC CAC TAC ATC CTC GGG GCC TTG AGG ACT CTT 151 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 
50 55 60 

GOT CTC TCT GTC GAA GCG GAC AAA GCT GCC AAA AGA GCT GTA GTT GTT 239 
Gly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val 
*5 70 75 

GGC T3T GGT GGA AAG TTC OCA GTT GAG GAT GCT AAA GAG GAA GTG CAG 287 
Gly Cys Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin 
80 a5 90 

CTC TTC TTG GGG AAT GCT GGA ATC GCA ATC CGG TCC TTG ACA GCA GCT 335 
Leu Phe Leu Gly Asn Ala Gly lie Ala Met Arg Ser Leu Thr Ala Ala 
95 100 105 110 

GTT ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAC GTC CTT CAT GGA GTA CCA 383 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 
115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTC GTT GTC GGA TTG AAG CAG 431 
Arg Met Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 140 

CTT GGT GCA GAT GTT GAT TCT TTC CTT GGC ACT GAC TCC CCA CCT GTT 479 
Leu Gly Ala $sp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
1*5 iso 155 

SI? t**^ 2?* ***** CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTC TCT 527 

Arg val Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
150 165 170 

rr5 ef 5 tT^ TAC AG< ^ ATS GCT GCT CCT 575 

Gly Ser He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
175 180 185 190 

7 10 IS* f 17 000 WT 075 ^ ATT ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu He Glu lie lie Asp Lys Leu He Ser 
195 200 205 

ATT CCG TAC GTC GAA ATG ACA TTC AGA TTC ATC GAG CGT TTT GGT GTC 671 
lie Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 
210 21S 220 

AAA GCA GAG CAT TCT GAT AGC TCG GAC AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 719 
Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly 
225 230 235 
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SEQ ID N° 4 (suite). 

^ ^ I AC ^ 700 CCT ^ AAT GCC TAT GTT GAA GCT GAT CCC TCA 767 
Gin Lya TVr Lya Ser Pro Lya Aan Ala Tyr Val S5 Gly Aap Ala 757 
* 245 250 

Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Cly Ala Ala lie Thr Gly Gly Thr Val 
255 2« 265 270 

^ ^ S3 ^ S^iSS ^ACTTTOCACGGTGATGTGAAGTIT 
Thr Val Glu Oly Cye Gly Thr Thr Ser Leu Ola Gly Aap Val Lya Phe 
2 '5 280 285 

Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lya Val Thr T? Thr Glu ttr 
250 295 300 

S«^^^iIP^^^^^^ TOGGG ASGAAACAC 
Ser Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 

305 310 315 



863 



911 



9S9 



1007 



1055 



^ ££S ??° iT 7 ^ T ATO «* «» «C ATC 

v£ Ma Ile Val *!? Met *» n Met Pro Asp val Ala Met 
420 325 330 

££3 fI3 ®^ ^ CCG ACA GCC ATC AGA 

Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala lie Arg 
335 340 34S 3 5 o 

^^^^^^^^^^^^ATSGTTGCGATC 1103 
Aap val Ala Ser Ttp Arg Val Lya Glu Thr Glu Arg Met Val Ala Ile 
355 360 365 

f 52 if 0 CTA M m °» °» «T GAG GAA GGG CCG GAC 1151 

Arg Thr Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
370 375 380 

TAG TCC ATC ATC ACG CCG CCG GAG AAG CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC 1199 

W Qrs fr? Ile Thr Pro Pro Glu Lya Leu Aan Val Thr Ala lie Aap 
385 v- 39 0 395 

ACG TAC GAC GAC CAC AGG AT5 GCG ATC GCC TTC TCC CTT GCC GCC TCT 1247 

™ r Afip His ^ Met Ma Met A 1 * phe ^u Ala Ala Cys 
400 405 410 

GOT GAG CTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC 1295 
Ala Glu Val Pro Val Thr Ile Arg Aap Pro Gly Cya Thr Arg Lys Thr 
41S 420 425 430 

TTC CCC GAC TAC TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 1337 
Phe Pro Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 



TAA 



1340 



WO 97/04114 ^ PCT/FR96/01109 



SEQ ID N° 5. 



Ala Cly Ala Clu Glu He Val Leu Gin Pro lie Lys Glu He 3er Sly 
1 5 10 * 15 

Thr Val Lye Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Aan Arg He Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Aan Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val JU» Tyr Hac Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
SO $5 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ale Ala Lye Arg Ala Val Val Val Gly eye 

<s 70 75 ao 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Aap Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 
8S 90 95 

Leu Gly Aan Ala Gly lie* Ala Mae Arg Ser Leu Thr Ala Ala Val Thr 
100 105 110 

Ala Ala Oly Gly Aan Ala Thr Tyr Val Leu Aip Gly Val Pro Arg Hot 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro lie Oly Aap Leu Val VaX Oly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 US 140 

Ala Aap Val Aap Cya Phe Leu Gly Thr Asp Cya Pro Pro Val Arg Val 
145 150 155 1^0 

Aan Cly tie Oly Gly Leu Pro Oly Gly Lys Val Lyo Leu Ser Gly Ser 
165 170 17S 

He Ser Ser Gin Tyr' Leu Ser Ala Lea Leu Mec Ala Ala Pro Leu Ala 
180 185 1^0 

Leu Gly Aap Val Glu He Glu He lie Asp Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Kec Thr Leu Arg Leu Mac Glu Arg Phe Gly val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr lie Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Aan Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ale Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 
260 265 270 

Glu Gly Cya Oly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 
275 280 285 

Val Leu Glu Met Mec Oly Ala Lye Val Thr Trp Thr Glu Thr Ser Val 
290 29S 300 

Thr Val Thr Oly Pro Pro Arg Clu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu lys 
305 310 315 320 

Ala lie Aap Val Aan Mec Aan Lys Mec Pro Aap Val Ala Mec Thr Leu 
325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 
340 345 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Mec Val Ala lie Arg Thr 
355 260 365 

Clu Leu Thr Lya Leu Oly Ala Ser Val Glu Glu Oly Pro Asp Tyr Cys 
370 375 380 

Xla lie Thr Pro Pro Olu* Lys Leu Asn val Thr Ala Zle Asp Thr Tyr 
385 390 395 400 

Asp Asp His Arg Mac Ala Hac Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Olu 
405 410 415 

Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Oly cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
420 425 43Q 

AapTyrPheAspValLeuSerThrPheValLysAsn 
435 440 
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60 
120 
180 



TSAGGTBCGA TTCTOCATC CTCITTGATT TICCTSGAAA TACTinTCG GTGATCGTGA 
AACTACTGGA ATCGCTCGAT AGGTGGTACG AAATTAGGCG AGATTAGTTT CTATTCTTGG 
CCATTATCTT GTTTCTICGC CGAATGATCT TCCGTATAAA GATTCTAGGT TAGAGATGAA 
TCGTATAGCT AGATTPCATC ACCAGATAGT WCTCTCTCT AGAATCTCTG AAATTCTCGA 240 
TAGTTTTCAC ATGTCTAAAT AGATOTXCT TATTCGGCGA TTCTTGATTA GGGTTTTGAT 300 
TTTCTOATT ATGCCAWGC AATTAGGGAT TITCTTPGgT TTTGICTTCA TCTTACGATA 3 SO 
CAOTCCTCCA ATTGAATACG TATCGATCTA AATCTO3TTA ATTTCTTCAA CAGATCCC 418 
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CTCAGGCGAA GAACAGGTAT G M T TSCTTG TAATTAGATC AGGGGTTTAG GTCTTTCC AT 60 

TACTTTTTAA TBTOTTTCT GTOACTGTCT CCGCGATCTG ATTITACGAC AATAGAGTTT 120 

CGGGTTTTGT CCCATICCAG TtTGAAAATA AAGGTCCGTC TTTTAAGTIT GCTGGATC6A 180 

TAAACCTGTG AAGATTGAGT CTAGTCGATT TATTGGATGA TCCATTCTIC ATCGTmTT 240 

TCTTSCTICO AAGTTCTGTA TAACCAGATT TO T CTGTCTO CGATTGTCAT TACCTAGCCG 300 

TGTATCGAGA ACTAGGGTTT TCGAGTCAAT T TO8CC C CCT TOGGTTATAT CTGGTTCGAT 360 

AACGATTCAT CTGGAJTAGG GTTTTMGTG GTGACGTTTA GTATTCCAAT TTCTTCAAAA 420 

TTTAGTTATG GATAATGAAA ATCCCCAATT GACTGTTCAA TTTCTTGTTA AATGCGCAGA 480 
TCCCGGGATC TGCG 



494 
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REVENDICATIONS 

1) Sequence ADN isolee pouvant servir de zone de regulation dans un gene chimere 
utilisable pour la transformation des plantes et pennettant l'expression du produit de 
traduction du gene chimere en particulier dans les regions de la plante en croissance rapide, 
caracterisee en ce qu'elle comprend dans le sens de la transcription du gene chimere, au 
moins un intron tel que le premier intron (intron 1) de la region 5' non-codante d'un gene 
d'histone vegetale. 

2) Sequence ADN selon la revendication 1, caracuSrisee en ce que l'intron 1 d'histone 
provient d'un gene d'histone vegetale du type "H3.3-like" 

3) Sequence ADN selon I'une des revendications let 2, caracterisee en ce que l'intron 1 
d'histone provient d'une plante dicotyl&lone. 

4) Sequence ADN selon la revendication 3, caractensee en ce que l'intron 1 d'histone 
provient d'Arabidopsis thaliana. 

5) Sequence ADN selon l'une des revendications I et 2, caractensee en ce que l'intron 
1 d'histone provient d'une plante monocotyliSdone. 

6) Sequence ADN selon la revendication 5, caractensee en ce que l'intron 1 d'histone 
provient de Zea mays. 

7) Sequence ADN selon l'une des revendications 1 a 6, caractensee en ce que l'intron 1 
est orients, dans le sens de la transcription du gene chimere, de facon directe ou inversee 
relativement a son orientation initiate dans le sens de la transcription du gene dont il est 
issue. 

8) Sequence ADN selon l'une des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que la zone 
de regulation comprend deux introns-1, identiques ou differents, associds. 

9) Gene chimere pour la transformation des plantes comprenant au moins, dans le sens 
de la transcription, une zone de regulation comprenant une zone promottice, une sequence 
d'un gene de tolerance herbicide et une zone de regulation, caracterise en ce que la zone de 
regulation comprend en outre un intron 1 selon l'une des revendications 1 a 8. 
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10) Gene chimere selon la revendication 9, caracterise en ce que la zone promptrice 
provient d'un promoteur de gene d'histone vegetale. 

1 1) Gene chimere selon 1'une des revendications 9 et 10, caracterise en ce que la zone 
5 promotrice provient du meme gene d'histone vggdtale que le 1'intron 1 . 

12) Gene chimere selon l'une des revendications 9 a 1 1, caracterise en ce que la zone 
promotrice comprend un promoteur d'histone vegetale dupliquee. 

10 13) Gene chimere selon l'une des revendications 9 a 12, caracterise en ce que la zone 
promotrice contient au moins un promoteur d'un gene d'histone vegetale associe a un 
promoteur different issu d'un gene pouvant s'exprimer natureilement dans les piantes. 

14) Gene chimere selon l'une des revendications 9 a 13, caractense" en ce que le gene 
15 codant pemietdeconfereraux piantes une tolerance accrue vis a vis d'un herbicide. 

15) Gene chimere selon la revendication 14, caractense en ce que le gene de tolerance 
herbicide est fusionne a une sequence ADN codant pour une zone peptide de transit 
pennettant l'accumulation du produit de la traduction du gene de tolerance herbicide dans 

20 un compartment subcellulaire. 

16) Gene chimere selon la revendication 15, caracterise en ce que la zone peptide de 
transit permet l'accumulation du produit de la traduction du gene de tolerance herbicide 
dans le compartiment plastidial. 

25 

17) Gene chimere selon la revendication 16, caractense en ce que la zone peptide de 
transit comprend, dans le sens de la transcription, au moins un peptide de transit d'un gene 
vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, eventuellement une parte de 
sequence de la parte- manire N-tenninale d'un gene v6geral codant pour une enzyme a 

30 localisation plastidiale, puis eventuellement un second peptide de transit d'un gene vegetal 
codant pour une enzyme a localisation plastidiale. 

18) Gene chimere selon l'une des revendications 9 a 17, caracterise en ce que le gene 
de tolerance herbicide code pour une enzyme active vis a vis d'herbicides dont la cible est 

35 I'EPSPS. 



19) Gene chimere selon la revendication 18, caracterisS en ce que le gene de tolerance 
herbicide code pour une enzyme active vis a vis du glyphosate. 
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20) Vecteur pour ia transformation des plantes, caracterise en ce qu'il comprend un 
gene chimere selon Tune des revendications 9 a 19. 

5 21) Souche d'Agrobacterium sp., caracterisee en ce quelle contient un vecteur selon la 
revendication 20. 

22) Cellule vegetale transformee, caracterisee en ce qu'elle contient un gene chimere 
selon l'une des revendications 9 a 19. 

10 

23) Plante ou partie de plante transformee obtenue a partir dune cellule selon la 
revendication 22. 

24) Precede de construction d'un gene chimere selon l'une des revendications 9 a 23 
15 caracterise en ce qu'on isole respectivement un l'intron 1 d-un gene dUistone vegetale selon 

l'une des revendications 1 a 8, une zone promotrice, une zone peptide de transit, ainsi qu'au 
moms un transgene, et que ensuite on les assemble dans le sens de la transcription du 
transgene. 
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